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Rl3SUMÉ 
On a étudié les réactions des lutoïdes à divers traitements amenant la lyse 
Les résultats obtenus amènent aux conclusions suivantes : 
- La membrane des Iutoïdes intacts peut être imperméable B certaines 
substances et perméable à d'autres. Les variations dans la perméabilité de la 
membrane dépendent de divers facteurs, mtre autres le pH du milieu oh se 
trouvent les lutoïdes, ou le degré d'altération des particules. 
I1 semble que certaines hydrolases soient retenues au sein des lutoïdes, 
par d-s liaisons enzyme-membrane, probablement du type polaire. 
- Le processus de la d6stabilisation des lutoïdes n'est pas simple, et 
paraît SB dérouler en deux temps. Dans un premier stade, les lutoïdes restant 
intacts, il se produit une augmentation de la perméabilité de la membrane. Par 
la suite, les lutoïdes &latent et leurs protéines passent en soliition, excepté 
celles retenues à la membrane par des liaisons polaires. 
de ces particules. 
. 
SUMMARY 
Reactions of Iutoïds particles to sonie treatnieiits inducing the lysis of 
The results lead to the following conclusions : 
- The nienibrane of whole Iutoïds particles is permeable to some 
substances and inipermeable to others. This variable permeability o f  tlze mem- 
brane towards enzyme substrates depends upon various factors like the pH of 
the suspension medium or the structural state of particles. 
- Some of tlze hydrolytic ertzynies might be retained by ionic bonds 
and then, would be localized on the nienibraite, inside these organelles. 
- The destabilisation process of Iutoïds particles seems to occur in two 
steps. First, these organelles remain intact, but the rneinbrarte permeability 
fowards substrates increases. Later, lutoïds particles burst and release their 
proteins, although some o f  them are retained by ionic bonds on the membrane. 
these organelles were studied. 
-_ - 
I 
(*),Cet article constitue l'article principal d'une Thèse de Doctorat $Etat\ (Sc. Na\.) 
enregistree au C.N.R.S. sous le numéro A.0.3379 et soutenue le 2 juillet 1969 B la Faculté 
des Sciences d'Orsay. 
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INTRODUCTION 
Les lutoïdes, particules qui se rencontrent abondamment dans le latex 
&Hevea brasiliensis, ont été isolés et décrits en premier lieu par HOMANS et VAN 
GILS (1948). Au microscope photonique, ils se rencontrent sous forme d'amas 
assez difficiles à distinguer, du fait de leur indice de réfraction proche de celui du 
sérum. Leur infrastructure ayant été étudiée par DICKENSON (1964 et 1968) et 
par SOUTHORN (1966) au microscope électronique, ils se présentent sous l'aspect 
de vésicules ayant un diamGtre de 2 & 3 p, limitées par une membrane simple de 
80 mà 100 A d'épaisseur. Ils contiennent un liquide aqueux de pH fortement acide, 
et dans les tissus jeunes, les lutoïdes renferment fréquemment des inclusions 
fibrillaires de nature protéique qui disparaissent au cours du vieillissement. 
Du point de vue biochimique, ils sont caractérisés par la présence de toute 
une gamme d'hydrolases susceptibles de dégrader les principaux composés biolo- 
giques à haut poids moléculaire de la cellule. En outre, ils présentent in vitro les 
mêmes réactions aux facteurs externes que l'es lysosomes. Ces réactions se traduisent 
généralement par la libération de leurs hydrolases qui, dans les conditions normales, 
sont sous forme latente, et donc peu actives. Ces caractéristiques ont permis de 
suggérer que les lutoïdes sont des structures cellulaires qui, dans le latex, corres- 
pondent aux lysosomes de la cellule animale (PUJARNISCLE, 1968). 
De par la présence d'un grand nombre d'hydrolases particulièrement actives 
au sein des lutoïdes, on conçoit que le problème de la stabilité de ces organites 
présente un intérêt certain en hévéaculture. En effet, instables in vivo, ils seraient 
susceptibles de libérer leur contenu dans la cellule laticifère et de  provoquer de 
graves perturbations aussi bien dans le métabolisme cellulaire que dans la stabilité 
colloïdale du latex. La conséquence immédiate serait une chute de la production 
de caoutchouc. 
Ainsi, les lutoïdes pourraient-ils jouer un rôle négatif, mais d'une grande 
importance, sur la productivité de l'Hévéa. 
De la stabilité des lutoïdes dépend l'activité biosynthétique du latex, c'est& 
dire sa capacité de transformer in vitro l'acétate marqué en caoutchouc radioactif 
(PUJARNISCLE et RIBAILLIER, 1966). La libération dmes protéines c lutoïdiques B 
peut donc perturber et même inhiber la suite des réactions responsables de la 
formation du caoutchouc. Elle peut aussi provoquer une diminution de la stabilité 
colloïdale des particules de caoutchouc qui aurait pour conséquence le ralentis- 
sement et même l'arrêt total de l'écoulement du latex, par suite de la formation de 
micro-coagulums, constitués par des lutoïdes et des particules de caoutchouc 
coagulés, entraînant l'obturation des vaisseaux laticifères (PAKIANATHAN et al., 
1966 ; SOUTHORN, 1968). 
Or, le problème de la stabilité des lutoïdes est directement lié à celui de 
leur membrane. II apparaît ainsi que l'étude des propriétés de cette membrane 
se révèle être au moins aussi importante que celle de son contenu. 
De cette membrane, on ignore à peu près tout, sauf qu'elle est simple 
(DICKENSON, 1964), de nature lipo-protéique (PUJARNISCLE, 1965 ; GOMEZ et 
SOUTHORN, 1968) et relativement fragile. 
On va donc essayer d'analyser ici ses réactions en suivant la libération Ide 
certains constituants des lutoïdes, à la suite de divers traitements qui provoquent 
la déstabilisation graduelle de ces particules. 
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MATÉRIEL ET TECHNIQUES 
1. PRJ?L&VEMENT DU LATEX ET SI?JPARATION DES LUTOYDES 
Les latex utilisés dans cette étude proviennent de quelques Hévéas issus de graines 
clonales ou de clones greffés de la Station Expérimentale de l'Institut des Recherches SUT le 
Caouchouc en Afrique (I.R.C.A.). Les arbres qui ont 6th sélectionn6s ont de 8 à 10 ans 
d'âge, sont apparemment sains et mis en saignée depuis au moins un an. 
L'Hévéa &tant saigné, on laisse s'écouler les 20 à 30 premiers ml de latex et les 30 ml 
suivants sont recueillis dans m Erlenmeyer refroidi par de la glace fondante. Ce latex est 
ensuite centrifugé le plus rapidement possible pour l'obtention des lutoïdes selon le processus 
décrit précédemment (PUJARNISCLE, 1968). 
II. MESURE DES ACTIVITBS HYDROLYTIQUES 
- Phosphatase acide (E.C.3.1.3.2.) : elle est dos& en milieu tampon adtate 0,l M à 
pH 5,0 en présence de 10 mM/1 de p-nitrophényl-phosphate comme substrat (LINHARDT et 
WALTER, 1963). 
- ß-Glucosidase (E.C.3.2.1.21.) : elle est dosée en milieu tampon acétate 0,l M à pH 5,0 
en présence de 15 mM/1 de p-nitrophényl-ß-D-glucopyranoside comme substrat (CONCHIE et 
LEVVY, 1957). 
Le volume réactionnd est d,: 2 mml et les inoubations sont effectuées pendant 10 mn 
à 30 "C. La réaction est ensuite bloqde par addition de 2 ml ,d'acide trichloracétique N et le 
mélange est filtré. 
Un ml de soude N et 2 ml de tampon glycine-carbonate de sodium 0,15 M sont ajoutés 
à 2 ml de filtrat. La coloration dSvelo2pée par le p-nitrophénol libéré durant la rkaotion a t  
mesurée au colorhktre Klett-Summerson muni du filtre violet n" 42. L'étalonnage a été 
effect& au prkalable à l'aide d'un- solution de p-nitrophénul. 
Pour chaque dosage, on effectue deux mesures et un témoin qui contient tous les 
réactifs sauf les lutoïdes qui ne sont ajoutés qu'après coagulation trichloracétique. La valeur 
de ce témoin est soustraite de celle obtenue au cours du dosage. 
III. DOSAGE DES PROTÉINES SOLUBLES 
Les protéines ont été mesurées SUT le surnageant obtenu après centrifugation des 
suspensions de lutoïdes, par la &thode de LOWRY et a/. (1951) à l'aide du  réactif de 
Folin-Ciocalteu . 
La densiti optique de la solution colorée est mesurée au spectrophotomètre Beckman 
modi5le D.U., à 750 nm, contre un témoin pour lequel l'6chantillon est remplacé par une 
même quantité du tampon utilisé à la mise en solution des protéines. 
L'étalonnage s'effectue à l'aide d'une solution de sérum-albumine et trois dosages sont 
effectués pour chaque échantillon. 
IV. PWSENTATION DES RESULTATS 
a) Activités libres, solubles et totales 
Du fait des propri6tés sp6ciales des lutoïdes, il a été possible de distinguer trois types 
de mesures. 
-Activité libre (DE DUVE et al., 1955) : Elle se mesure obligatoirement en milieu 
mannitol 0,3 M afin d'éviter la lyse des lutoïdes. 
Cette mesure rend compte des enzymes qui, Iorsque les lutoïdes sont dans un parfait 
état d'intkgrité, sont accessibles aim substrats. En fait, on mesure dans ces conditions non 
seulement l'activité des enzymes en solution, mais encore l'activité des enzymes qui, bien 
qu'en€ermés dans les lutoïdes, sont plus ou nioins accessibles aux substrats, soit à la suite 
d'une lbion partielle, soit parce que la membrane est relativement permgable à ces substrats. 
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- Activité soluble (TAPPEL et al., 1963) : Elle se mesure sur le surnageant obtenu après 
centrifugation des suspensions de lutoïdes à 20 O00 tr/mn (g moyen = 24 000) pendant 20 mn 
dans le rotor 50 de l'ultra-centrifugeuse Spinco. 
Cette mesure reprkente la part des enzymes entièrement libérés par les lutoï& et qui 
sont passés en solution dans le milieu de suspension. 
Cependant, les enzymes libérés par les lutoïdes peuvent être adsorbés QU partiellement 
entrain& par les membranes et les particules intactes lors de la centrifugation. Toutefois, cet 
eritraînemenft semble relativement faible, car locsque la lyse complète des partioules est 
obtenue après leur traitement au Triton X-114, les activités mesurées directement sur les 
suspensions (activités libros) sont peu différemtes de celles obtenues 8ur les sumageants après 
centrifugation des suspendons (activités solubles). 
- Activité totale (WATTIAUX et DE DUVE, 1956) : Elle se mesura après traitement 
des lutoïdes pas du Triton X-114 de telle façon que la concentration finale de ce détergent 
non-ionique, lysant les lutoïdes, soit de 0,l % (v/v). Cette concentration est largement 
sufisante pour provoquer la lyse totale des lutoïdes et entraîner la solubilisation complète de 
leurs hydrolases. 
Cette mesure représente donc le (potentiel actif global des enzymes contenus dans la 
particule, et d'une façon g6nérale varie peu pour un latex donné. Par contre, les activitb 
libres et solubles sont susceptibles de donner lieu à des variations importantes, et elles repré- 
sentent assez bien le degré d'altération des lutoïdes. 
b) Expression des résultats 
Le travail exposé ici a pour objet l'étude des réactions de la membrane à divers trai- 
tements entraînant la dkgradatiion des lutoïdes et qui se traduisent d'une façon concrète par 
la libération et la solubilisation de leurs enzymes. Tous les résultats sont donc rapport&, 
pour les enzymes, aux activités totales mesurées en pdsence de 0,l % de Triton X-114, et 
pour les protéines, au taux de protéines en solution dans ces conditions, ce qui correspond aux 
protéines initialement en solution augmentées de celles solubilisées par le détergent. 
V. MATfiRIEL UTILISB 
Le p-nitrophhyl-phosphate de sodium, et le p-nitrophényl-ß-D-glucopyranoside pro- 
viennent de Koch-Light Laboratories (Angleterre) ; le p-nitrophénol purifié de Touzart et 
Matignon prance) ; la s&um-albumine de Calbiochem (USA) et le Triton X-114 de  Rohm 
and Haas (USA). 
RÉSULTATS EXPÉRIMENTAUX 
Dans cette étude, l'activation (libération et solubilisation) de la phosphatase 
et de la ß-glucosidase, ainsi que la solubilisation des protéines, sont mesurées au 
cours de traitements entraînant une déstabilisation graduelle des lutoïdes. Les 
traitements mis en ceuvre seront : 
- la lyse osmotique ; 
- des préincubations en présence de différentes quantités de Triton X-114 ; 
- la lyse thermique (préincubations à 30 O C )  à p H  5,0,7,0 et 8,5. 
1. LYSE OSMOTIQUE 
Comme on peut le constater sur les graphiques de la figure 1, la diminution 
d'e la pression osmotique du milieu de suspension des lutoïdes provoque la solu- 
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bilisation des protéines ainsi que l'activation des deux hydrolases étudiées, qui 
manifestent des variations beaucoup plus importantes de leurs activités libres, 
comparativement à leurs activités solubles. 
On notera que les courbes représentant les variations des activités solubles 
des deux hydrolases en fonction de la concentration en mannitol, sont presque 
confondues. Par contre, l'activité libre de la ß-glucosidase est nettement supérieure 
à celle de la phosphatase, et ce, quelle que soit la concentration du milieu en 
mannitol. 
% de l ' ac t iv i té  t o t a l e  
M de manni to l  
FIG. 1. - Action de Za lyse oamotique sur l'activation des enzymes et la salubilisation des 
protéines des lutoïdes. Des lutoïdes fraîchement préparés sont abandom.í% 15 mn, 
à O O C ,  dans des milieux de concentrations diverses en mannitol. 
Les activités libres de ces enzymes ont ensuite été mesurées directement sur une aliquote 
des suspensions, la concentration finale du milieu ayant été ramenée à 0,3 M en 
mannitol. 
Les activités solubles de c a  enzymes, ainsi que le taux de protéines eri solution ont été 
mesurés sur les surnrtgeants obtenus après centrifugation du reste des suspensions. 
Phosphatase libre (e) et soluble ( O )  ; ß-glucosidase libre (A) et soluble (A) ; protéines 
en solution (o) ;(moyennes de 4 expériences). 
II. ACTION DU TRITON X-114 
Les résultats obtenus sont représentés par les graphiques de la figure 2. Ils 
am2nent h des remarques identiques à celles établies précédemment dans le cas 
de la lyse osmotique, excepté que, dans cette expérience, la déstabilisation des 
lutoïdes est due à la présence de quantités croissantes de Triton X-114. 
On notera en outre, qu'au-delà d'une certaine concentration en Triton X-114 
(0,75 %) toutes les courbes sont pratiquement confondues. 
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FIG. 2. - Action du Triton X-114 sur l'activation des enzymes et la solubilisation des 
protBnes des lutoïdes. DES lutoïdes fraîchement préparés sont abandonnés 15 mn 
environ à O"C, dans des milieux contenant du mannitol 0,3 M et du Triton X-114 
à diverses concentrations. 
Les mesures qui on ensuite été effectuées sont les mêmes que celles de la figure 1. 
Phosphatase libre (0 )  et solzible (O) ; ß-glucosidase libre (A) et solzible (A) : protéines 
en solution (0) ; (moyennes de 4 expériences). , 
1 III. LYSE THERMIQUE À DIVERS pH On peut constater, à la lumière des résulta s représentés par la figure 3, que 
la lyse thermique a pour conséquence une augmentation plus ou moins grande 
de l'activité libre des hydrolases au cours du temps. Elle est très importante 
pH 5'0, beaucoup moins à pH 8,5,  ,et relativement faible à pH 7,O. Par contre, En 
ce qui concerne les activités solubles de ces mêmes hydrolases, ce n'est qu'à 
pH 5,'O que l'on constate leur augmentation au cours du temps ; à pH 7,O et 8 3 ,  
elles restent quasiment constantes ou ne s'accroissent que très légèrement durant 
les préincubations. 
En ce qui concerne les protéines, la lyse thermique à pH 5,O et 7,O entraîne 
leur solubilisation au cours du temps, mais à pH 8,5, l\e taux de protéines en 
solution reste constant. Cependant, en cette circonstance, dès le temps zéro ce 
taux est déjà très élevé, de l'ordre de grandeur de celui obtenu après 120 mn de 
préincubation aux autres pH. 
On notera enfin que, comme dans le cas de la lyse osmotique ou de la lyse 
provoquée par le Triton X-114, 
est pratiquement confondue 
soit le pH auquel s'effectue la 
rapport: activité libre/activité 
excepté B pH 7,0, le 
clans le cas de la 
ß-glucosidase que dans le cas de la phosphatase. 
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FIG. 3. - Action de la lyse thermique à divers pH sur l'activation des enzymes et la solu- 
bilkation des p ro thes  des lutoïdes. Des lutoïdes fraîchement prépmés sont mis en 
suspension dans des milieux contenant du mannitol 0,3 M tamponné b pH 5,O (a&te 
0,l M), à pH 7,O (imidazole 0,l M) ou pH 8,5 (Tris-ClH 0,l M) et abandonnh à 
30 "C A des intervalles de temps déterminés, des prélèvements sont effectués sur 
chaque suspension. 
Les activités libres sont mesurées directement sur une aliquote des prélèvements, la 
concentration en mannitol ktaat toujours maintenue B 0,3 M. 
Les activités solubles ainsi que le taux de protéines en solution sont mesur& sur les 
surnageants obtenus après centrifugation de ce qui reste des prélèvements. 
Phosphatase libre ( 0 )  et soluble (O) ;ß-glucosidase libre (A) et soluble ( A )  ; protéines 
en solution ( 1 ; (moyennes de 3 expériences). 
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DISCUSSION 
L’analyse de l’ensemble des résultats qui viennent d’être dicrits attire notre 
attention sur deux points principaux : 
- Bien qu’il ait été clairement établi que la phosphatase et la ß-glucosidase 
appartiennent toutes deux aux lutoïdes (PUJARNISCLE, 1968) la valeur du rapport : 
activité libre/activité totale, est toujours nettement plus importante dans le cas de 
la ß-glucosidase, excepté dans un cas (lyse thermique 2 pH 7,O). 
- Dans le cas où les lutoïdes sont en bon état ou par contre totalement 
lysés, les valeurs des activités libres et solubles pour chaque hydrolaee sont équi- 
valentes. En zevanche, lorsqu’ils sont légèrement déstabilisés, ces deux types 
d’activité présentent parfois des différences très importantes. ,Cela est particuliè- 
rement net dans le cas de la ß-glucosidase, et ces différences sont parfois trop 
importantes pour qu’on puisse en rendre responsables l’adsorption (et l’entraînement 
mécanique des protéines par les membranes ou les particules intactes. 
On peut imaginer a priori deux hypothèses afin d’éclairer ce comportement 
des hydrolases lutoïdiques )). 
1) Suivant les conditions expérimentales, la membrane est, ou peut devenir, 
plus ou moins perméable aux substances en solution dans le milieu environnant. 
2) I1 est possible que les enzymes soient retenus au sein des lutoïdes par 
des liaisons protéine-membrane qui font que, même lorsque ces organites sont 
lésés, les enzymes restent accrochés à la membrane et sont ensuite entraînés 
dans le culot lors de la centrifugation. 
Ces deux points vont donc être examinés à la lumière de nos résultats 
expérimentaux. 
1) Perméabilité de la membrane 
Rappelons que YEcole de Louvain représente les lysosomes comme de petits 
sacs contenant en solution des hydrolases et dont l’enveloppe est parfaitement 
imperméable aux substances externes (voir par exemple DE DWE, 1959). Ce 
concept se dégage des résultats obtenus lors d’études effectuées sur les lysosomes 
par APPELMANS et DE DWE (1955) à partir de tissus hépatiques, par VAES 
1965) à partir de tissus osseux et par B O W ~ R S  et al., (1967) à partir de tissus 
lymphatiques. Néanmoins, cette représlentation a été contestée par LEVW et 
CONCHIE (1964), à la suite des observations qu’ils ont faites sur les lysosomes des 
tissus de la rate. Cette d,ernière opinion a été recoupée ultérieurement à la suite 
des résultats obtenus sur les lysosomes hépatiques par HAINSWORTH et WYNN 
(1966) et par ROSENBERG et JANOFF (1968). 
Dans le cas de ]la phosphatase et de la ß-glucosidase, lces différences parfois 
très importantes entre les valeurs de leur rapport : activitC libre/activité totale, 
et cela pour une même préparation de lutoïdes, amènent tout naturellement à 
admettre que la membrane de ces organites ne présente pas la même perméabilité 
aux substrats de ces deux hydrolases. 
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Ce point de vue doit être vérifié. Pour cela, les variations des activités libres 
et totales de la phosphatase et de la ß-glucosidase ont été étudiées en fonction de la 
concentration en leur substrat respectif. 
TABLEAU I 
Influence de fa  coilceiltratioiz eìi substrat sur les activités libves et totales de fa  phosphatase acide et 
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x 100 ict. lib. 
Lct. tot. 
Selon les résultats rapportés dans le tableau I, il est clair que dans les 
conditions normales, et à partir du moment où le seuil de saturation de l'enzyme 
est atteint, le rapport entre l'activité libre et l'activité totale reste pratiquement 
constant dans le cas de la phosphatase. En revanche, il n'en est plus ainsi pour la 
ß-glucosidase ; ce rapport va en augmentant avec la concentration en substrat, 
ce qui signifie que celui-ci est susceptible de pénétrer dans la particule. En 
l'occurrence, il ne fait aucun doute que la membrane des lutoïdes présente une 
barrière infranchissable au p-nitrophényl-phosphate de sodium et que par contre, 
elle est relativement perméable au p-nitrophényl-ß-D-glucopyranoside. 
Toutefois, lorsque les lutoïdes sont partiellement lésés 2 la suite d'une lyse 
thermique de 30 mn à 30 "C et à pH 5,0, la phosphatase devient alors relati- 
vement accessible à son substrat (tableau I). I1 n'a pas été possible, pour le 
moment, de savoir si les variations dans la perméabilité de la membrane lutoïdique 
sont réversibles ou pas. 
Ces résultats rendent compte, au moins en partie, du fait que l'activité libre 
d'une hydrolase lutoïdique est généralement plus élevée que son activité soluble 
lorsque ces organites sont légèrement déstabilisés. En outre, ils expliquent pourquoi, 
dans la plupart des cas, les valeurs du rapport: activité libre/activité totale, 
sont plus importantes pour la ß-glucosidase. 
I1 faut cependant remarquer qu'au cours de la lyse tbermique à pH 7,O 
(fig. 3), les valeurs de ce rapport sont équivalentes pour les deux hydrolases. A ce 
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pH, la membrane présente donc une perméabilité identique aux deux substrats 
considérés. 
Ainsi, in vitro, la perméabilité différentielle de la membrane vis-à-vis des 
substances dissoutes dans le milieu de suspension peut dépendre de divers facteurs 
externes, et dans ce cas précis, du pH du milieu. 
Ce point présente une grande importance et mérite qu’on s’y attarde 
quelque peu. I1 est en effet possible de supposer que in vivo, suivant les conditions 
physiologiques de la cellule, il se produise par exemple un changement dans le 
pH du cytoplasme. Certaines molécules peuvent alors éventuellement pénétrer 
dans les lutoïdes à la suite d’une modification de la perméabilité de leur membrane ; 
elles sont ainsi susceptibles d’être hydrolysées et les produits de dégradation 
seraient alors mis à la disposition de la cellule après avoir franchi la membrane 
en sens inverse pour passer dans le cytoplasme. 
I1 serait assez séduisant d’invoquer un tel mécanisme, basé sur des variations 
réversibles et se‘lectives de la perméabilité de la membrane, pour rendre compte de 
l’intervention des lutoïdes dans le métabolisme de la cellule laticifère. 
2) R8Pe de certaines liaisons dans ]la libération des hydrolases et des protéines 
des lutoïdes 
Nous avons vu qu’au cours de la lyse thermique, les activités libres des deux 
hydrolases de référence augmentent plus ou moins rapidement quel que soit le 
pH du milieu dans lequel s’effectuent les préincubations. I1 n’en est plus ainsi 
lorsque les activités solubles sont prises en considération ; celles-ci varient peu 
en milieu neutre ou basique. 
A la lumière des observations précédentes concernant les variations dans la 
perméabilité de la membrane, il serait possible d’interpréter ces résultats en 
supposant qu’au cours des préincubations à pH 7,O et 8,5, la membrane devienne 
de plus en plus perméable aux substrats, les lutoïdes restant structuralement 
intacts. Une telle explication est cependant peu vraisemblable. I1 est en effet 
difficile d’imaginer que ces organites, maintenus pendant deux heures à 30 OC, 
n’aient pas subi une destruction même partielle ; d’autant qu’au cours de la lyse 
thermique à pH 7,0, on peut constater le passage en solution d’une quantité non 
négligeable de protéines. 
Une explication raisonnable de ces résultats pourrait être donnée en 
envisageant que, malgré une lyse partielle des lutoïdes suivie de la solubilisation 
des protéines, certains enzymes ((phosphatase et ß-glucosidase, dans le cas considéré) 
soient retenus à la membrane. IComme cette rétention dépend du pH du milieu, 
on peut avancer l’hypothèse selon laquelle des liaisons de nature polaire seraient 
responsables db la fixation enzyme-membrane. 
On remareuera enfin, qu’A pH 8,5 le taux de protéines en solution reste 
constant tout ay long de la préincubation. Toutefois, ce taux est dès le départ très 
important, de l’ordre de grandeur de celui obtenu au bout d’une lyse thermique de 
deux heures à qH 5,O ou 7,O. Tout se passe donc comme si les organites libéraient 
une partie importante de leurs protéines dès leur mise en suspension dans un milieu 
basique. Etant donné qu’au démarrage des préincubations, les lutoïdes sont théo- 
riquement intaçts, on est amené à admettre que les protéines ainsi libérées 
proviennent de la surface externe de la membrane où elles seraient probablement 
fixées sur des sites cationiques. 
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A l’heure actuelle, la nature des protéines situées sur cette face externe et 
qui sont facilement libérées en milieu basique est totalement inconnue. Les deux 
hydrolases prises comme enzymes de référence paraissent être de leur côté liées à 
la surface interne de la membrane d‘une manière identique. Néanmoins, il est 
hautement probable que ce dernier type de liaison n’est pas général pour toutes 
les hydrolases lutoïdiques. A ce propos, il a pu être constaté qu’au cours de la 
lyse thermique à pH 5,0, la solubilisation de la phosphatase et de la ß-glucosidase 
ne se fait pas de manière identique à celle de la phosphodiestérase et de la 
cathepsine (PUJARNISCLE, 1969). Ce comportement n’est d’ailleurs pas particulier 
aux lutoïdes, car SAWANT et al. (1964) ont déjà observé que, dans le cas de 
lysosomes hépatiques, il existe des liaisons enzyme-membrane différentes selon 
les hydrolases. 
Enfin, les sites précis de la membrane oÙ se forment ces liaisons nous sont 
totalement inconnus. Dans le cas des lysosomes de tissus cérébraux, KOENIG 
et JIBRIL (1962) ont avancé l’hypothèse selon laquelle ces organites n’auraient pas 
de membrane réelle et consisteraient en un complexe solide ganglioside-protéine 
dans lequel les hydrolases seraient fixées à l’acide sialique ; la rupture de ces liaisons 
provoquerait l’activation des enzymes. Ce point de vue a d’ailleurs été violemment 
combattu. I1 est en effet difficile de retenir ce concept concernant la structure 
des lysosomes, cependant, l’existence d’une telle liaison du type protéine-glucoli- 
pide ne peut être rejetée u priori. I1 n’est donc pas exclu que les hydrolases 
lutoïdiques soient retenues à la membrane par des liaisons de la nature de celle 
avancée par ces auteurs, ou bien par des liaisons du type imidazole qui seraient 
responsables selon EGGER et RAPOPORT (1963) de la séquestration de certains 
enzymes dans les mitochondries. 
CONCLUSIONS 
L‘ensemble des résultats obtenus au cours de cette étude nous apporte 
quelques précisions concernant le comportement des lutoïdes et plus spécialement 
concernant les propriétés de leur membrane. 
De nature lipo-protéique et semi-perméable, elle constitue une barrière 
infranchissable à certains substrats ; elle peut cependant être relativement 
perméable à d‘autres substances. Ces variations dans la perméabilité de la 
membrane dépendent de divers facteurs, entre autre de l’état structural de la parti- 
cule ou des changements dans le pH du milieu environnant. 
On a aussi pu remarquer que l’activation des hydrolases lors de la déstabi- 
lisation expérimentale des lutoïdes ne s’effectue pas selon un processus simple. 
Compte tenu de nos résultats, on peut avancer un schéma hypothétique concernant 
cette activation : 
- Une légère déstabilisation des lutoïdes provoquerait des changements dans 
la perméabilité de la membrane. Certaines substances pourraient alors pénétrer 
plus ou moins rapidement dans les particules, alors que c#,lles-ci sont structu- 
ralement intactes. 
- La déstabilisation devenant plus importante, la membrane se déchirerait 
entraînant la solubilisation des protéines. Cependant certaiqes de ces protéines 
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qui, au sein des lutoïdes seraient fixées à la membrane par des liaisons de nature 
polaire, resteraient encore retenues plus ou moins fortement cette membrane. 
En fin de compte, l’activation des hydrolases lutoïdiques s’effectuerait en 
deux temps, d’une manière un peu analogue à celle des lysosomes du tissu rénal 
(SHIBKO et al., 1965). 
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